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論 文 内 容 要 旨
1.緒言
キクは,栽 培 の歴史が古く,わ が国では出荷量が最 も多い経済的に重要な園
芸花きである.キ クは,エ チレンが老化に関与 しない花 きと考え られてきた.
ところが,近 年,エ チレンに対 して感受性を有 し,葉 の黄化が促進 される品種
の存在が報告 された.エ チレンによるキク葉の黄化 を抑制す る方法 として,エ
チ レン非感受性遺伝子組換え体の作出が有効である.今 までに,シ ロイヌナズ
ナの変異エチ レンレセプター遺伝子 θむr1-1を導入 した,エチ レン非感受性カー
ネーションとペチュニアの作出がなされている.し か し,キ クでは,他 生物 由
来の外来遺伝子が発現 しない事例が数多く報告 されている.こ の問題は,キ ク
のエチレンレセプター遺伝子由来の変異遺伝子を導入することによって回避で
きると考え られる.他 方,キ クにおいて外来遺伝子 を安定 して発現す るプロモ
ーター として,タバコのペプチ ド鎖伸長因子遺伝子のプ ロモーター(EF1αプロ
モーター)が 開発 されている.本 研究では}エ チ レンに対するキクの感受性を
エチレンレセプター遺伝子に着 目して解析 し,さ らに,変 異エチレンレセプタ
ー遺伝子を導入 したエチレン非感受性遺伝子組換えキクの作出を行った.
2.キ クのエ チ レン レセ プ ター遣 伝 子(、06L鋸1)cDNAのク ロー ニ ン グ
キク葉 由 来 のto毛alRNAを鋳 型 に してRT-PCRを行 い,エ チ レン レセ プ ター 遺
伝子 のcDNA断片(768bp)を得 た.cDNA断片 を プ ロー ブ に してcDNAライ ブ ラ リ
ー をス ク リー ニ ン グ し,1724bpの部 分 鎖 長cDNAを得 た.さ らに,5'1盗CEを
行 い5'上 流 配 列(598bp)を得 た.得 られ たcDNAを再構 成 し,両 端 の 配 列 をプ
ライ マー に してRT-PCRを行 い,全 鎖 長cDNAを取得 し,泌 「硲1と した(GenBank
Ac.No.AF547624).%「諮1cDNAは2427bpで,81bpの5'非 翻 訳 領 域,1920
bpの翻訳 領 域,426bpの3'非 翻 訳領 域 を含 ん で い た.DG-ERS1は640残基 の
ア ミノ酸 か らな る72kDの タ ンパ ク質 と推 定 され た.DG-ERS1は,他植 物 由来 の
エ チ レン レセ プ ター 遺 伝 子 に保 存 され て い る3つ の 膜 貫 通 領 域 と ヒ ス チ ジ ン キ
ナ ーゼ領 域 の5つ のモ チ ー フ を持 っ てい た が,レ シ ー バ ー 領 域 を 持 た なか った
(図1).DG-ERS1はERS型のエ チ レン レセ プ ター と推 定 され た.DG-ERS1のア ミ
ノ酸 配列 は,シ ロイ ヌ ナ ズナERS1と72%,ト マ ト 甑 と70%,デル フ ィニ ウム
DsppERSc1と74%,カー ネー シ ョンDC-ERS2と69%の相 同性 を 有 して い た.分 子
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系統樹から,DG-ERS1はナス科の トマ トNRおよびタバ コNt-ERS1と近縁である
ことが示 された(図2).
栽培ギクは6倍 体で,2倍 体の野生ギクから育種 されたものである.2倍体の
野生ギク`リ ュウノウギク'と,6倍 体の栽培 ギク`岩 の白扇',`精興の誠'を
材料に して サザン解析を行った(図3).プ ローブには,斑 「諮1cDNAの3番
目の膜貫通領域を含む配列(300bp)を用いた.`リュウノウギク'で は 加d{1
および 甜湘III処理によって濃いバ ン ドが1本,肪81処 理では2本 検出され
た.ま た,両 方の制限酵素処理で,薄 いバン ドが2本 以上検出された.薄 いバ
ン ドは,〃6「鋸1と 相同な遺伝子 とのクロスハイブ リダイゼーシ ョンを示す と考
えられた.こ の結果から,2倍体のキクには,1個 の 卯L諮1遺 伝子 と2個 以上
の 卯r諮1に 相同なエチ レンレセプター遺伝子が存在す ることが推定 され た.
6倍体キクの`岩 の白扇'と`精 興の誠'で は,い ずれの制限酵素処理によっ
ても,濃 いバン ドと薄いバ ン ドが複数本ずっ検出されたが,両 品種間でバン ド
の出現パターンが大きく異な り明解な解釈ができなかった。6倍体の栽培ギクで
は 斑→螂1と 〃6」諮1に 相同な遺伝子が複数個ずつ存在することが推定された.
いずれの制限酵素で処理 した場合にも,2品種の6倍 体ギクで検出されたバン ド
のサイズ(塩 基数)は,2倍 体キクで検出されたバ ン ドのサイズとは異なってい
た.こ の結果か ら,6倍体ギクのゲノムDNAは,2倍体の野生ギクのゲノムDNA
が単純に3倍 になったものではなく,6倍体栽培ギクの育種過程でゲノムDNAの
再編成や脱落が起こったため,ゲ ノムDNAの構成が細かな点で品種ごとに異な
っていると考えられた.
3.エ チ レ ン感 受 性 キ ク と非 感受 性 キ ク に お け る 麗 一諮1の 発 現 解 析
エ チ レン感 受性 の`精 興 の誠'と エ チ レン非 感 受 性 の`岩 の 白扇'を 用 い て,
自然 老 化 時 お よび外 生 エ チ レン処 理 時 の 麗 」「硲1皿NA量 の変 化 をrealtimePCR
に よっ て解 析 した(図4).満 開 時(dayO)の`精 興 の誠'で は,舌 状 花 の 花
冠(以 下,花弁 と略 記)と 葉 にお い て 〃6梛1mRNAが 検 出 され た(図4A).〃6」%1
mRNA量は0-15cmの 葉 で 最 も少 な く,30-45cmの葉 で 最 も多 か った.花 弁 の
〃6・邪1測A量 は,30-45cmの葉 と ほ ぼ 同 量 で あ っ た.花 弁 と30-45cmの葉
の 麗 ・硲1mRNA量 は,自 然 老 化 期 間8日 間 を通 して急 激 に減 少 した.こ の 減 少
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は花弁 と葉の老化 に関連 していると考えられた。dayOの`精興の誠'を エチ レ
ン処理(2Fr1,12時間)す ると,花弁 と葉の 斑」諮1mRNA量が急激に減少 し
た.エ チ レン非感受性の`岩 の白扇'の 花弁 と葉においても,斑 」諮1mRNAが
検出された(図4B).し か し,そ の量は`精 興の誠'に 比べて極めて少な く,
自然老化時やエチ レン処理時にもほとん ど変化 しなかった.
エチ レンレセプターはネガティブレギュレーター として働 くことが明 らかに
されている.す なわち,エ チ レンレセプターは,エ チ レン非存在下で活性状態
にあ りエチ レン応答を惹起 しない.他 方,エ チ レン存在下で不活性化され,エ
チレン応答 を引き起こす.エ チ レンレセプター(お よび,エ チレンレセプター
mRNA)の存在量が多いことは,エ チレン感受性が低いことを意味す る.`精興の
誠'で 自然老化時およびエチ レン処理によって 必 」邪1圃A量 が減少す ること
は,老 化に ともなってエチ レン感受性カヨ増加す ることを示唆 している.し たが
って,`精興の誠'で はDG-ERS1がエチレン受容 に関与 していて,そ の遺伝子の
発現の減少がエチレン感受性の増加を引き起こしていることが推定された.`岩
の白扇'で は,〃6」諮1mRNA量の顕著な変化が見 られないことから,DG-ERS1
はエチ レンの受容に大きな役割を果たしていない と考えられた.
4.変 異 エ チ レ ン レセ プ ター 遺 伝 子(螂 一醐5θrゴ θ3)の導 入 に よ る遺 伝 子 組
換 え体 の作 出
カル ス形 成 能 と個 体 再 生 能 が 高 く,か っ,エ チ レン感 受性 と して 選 抜 され た
`セイ マ リン'に 対 して
,一 群 の変 異 エ チ レ ン レセ プ ター遺 伝 子(』泌 「諮1
series)の導 入 を行 った."6」 諮1seriesは,シ ロイ ヌ ナ ズナ の 変 異 エ チ レ ン
レセ プ ター 遺 伝 子,θ 孟r1-1,θ孟z1覗 θ醒 一3,θ醒 一4,とトマ トの 舩 に存 在 す
る変 異(一 塩 基 置 換)を,加 γゴ施mutagenesis法に よ り 」昭」諮1cDNAに 導 入
して 作成 した(図5).全 て の 一 塩 基 変異 は 膜 貫 通 領 域 に存 在 し,一 ア ミノ酸 置
換 を 引 き起 こす.、碍一諮1と 上記 の5種 類 の 磁 」邪1,合 計6種 類 を,pBIEF1α
ベ ク ター のGUS遺 伝 子 と置 換 して ,遺 伝 子 導 入 ベ ク ター(pBIEF1α/"6「諮1
series)を作 成 した(図6).pBIEF1α/泌邪1seriesは,抗 生物 質 耐 性 遺 伝
子 と してNPTII遺 伝 子 を も ち,パ ロモ マイ シ ン に よ る選 抜 が可 能 で あ る.各 ベ
ク ター を オ即o飴oオθrゴ伽 伽 θ角o勧5E田105に 導 入 し,各 ベ クタ ー毎 に外植
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片1600枚を用いて遺伝子導入操作を行った.パ ロモマイシンを含む培地で2回
選抜 した(図7).パ ロモマイシン耐性個体を用いてPCRによる導入遺伝子 を確
認 した(図8).全 体 として,再 分化 シュー トが533個体得 られ,そ の うち412
個体がパ ロモマイシン耐性であった.パ ロモマイシン耐性個体の94%,386個体
で導入遺伝子が確認された(表1).形 質転換効率は,各 ベクター(コ ンス トラ
ク ト)に よって違い,2.4～6.2%であった.
5.エチ レン非感受性個体の選抜 と解析
pBIEF1α/留6」潔 ∬seriesを導入 した各系統か らパロモマイシン耐性 を示 し
た40個体をランダムに選び,エ チ レン処理(5-10ドlr1,6日間)を行った.`セ
イマ リン'で は下位葉～中位葉が黄化 した.パ ロモマイシン耐性個体では,`セ
イマ リン'と 同程度に葉が黄化 した個体(エ チレン感受性),最下葉のみが黄化
した個体(エ チレン低感受性),黄化が一切起こらなかった個体(エ チ レン非感
受性)に 区別 された(図9).遺 伝子導入系統の黄化は,最 下葉の黄化度の測定
によっても確認 された(図10).磁」諮1(θ孟r1一の系統のエチレン感受性個体(No.
27)とエチ レン低感受性個体(No.14)では,`セイマ リン'と 同様に,エ ヂ レ
ン処理2日 目から3日 目にかけて急激に黄化が進んだ.エ チレン非感受性個体
(No.33)では黄化度は変化 しなかった.
各系統の うち,螂 「硲1(碗五一4係統で,最 も多くのエチレン非感受性個体
が得 られた(図11).続いて,加96」硲1(蕊ガ 功ー,鰯 「諮1(磁τ1-31,螂邪1(《の
系統でほぼ同数のエチレン低感受性 ・非感受性個体が得 られた.凶6一邪1
磁回 イ)系統では,エ チ レン非感受性個体は得 られず低感受性個体のみが得 られ
た.〃6一諮1系 統でもエチ レン低感受性 ・非感受性個体が得 られたが,こ れは導
入 した 朋 α::〃6一%1遺伝子が恒常的に発現 してDG-ERS1レベルが上昇 したた
め,エ チ レン感受性が低下 したと推定された.
忽06「諮1(就r1-4)系統のエチレン感受性 ・低感受性 ・非感受性の各3個 体を
用いてサザン解析 を行い,導 入遺伝子を確認 した(図12).班加 皿処理で,`セ
イマ リこイ'では6本 のバ ン ドが検出されたが,溜 邪1(θ孟τ1一φ系統の全ての
個体で,さ らに1～3本 のバ ン ドが検出された.乃 ヨ1処理では,導 入遺伝子 由
来の1514bpのバン ドが 加06「%1(砿r1一φ系統の全ての個体で検出された.エ
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チ レン 感受性個体においても導入遺伝子が確認 されたが,こ れ らの個体では
導入遺伝子の発現が抑制 されていることが推定された.
エチ レン非感受性が付与されたペチュニアで,挿 し苗の発根能が失われたこ
とが報告されている.」卿 α::』泌 「硲1導 入系統の幼植物個体の根 を観察 した
(図13).磁」邪1(就r1一の系統のエチ レン感受性(No.13)・低感受性(No.45)
の個体,』配06一諮1(θ孟-1-1)系統のエチ レン低感受性個体(No.23),」η06」諮1qの
系統の個体(Nos3,6)で根の成長が抑制 された.遺 伝子組換えによって作出し
た個体は,上 に示 した少数の個体で根の成長に影響が見 られた.大 部分の遺伝
子組換え体では,根 は正常に成長 した.さ らに,螂 」「鷹1(就21一の系統のエチ
レン低感受性 ・非感受性個体では,幼 植物を土に挿 し芽 した時は,順 調に発根
し活着 した.ま た,鉢上げ後の植物体の生育も`セイマ リン'と 差がなかった.
したがって,今 回作成 したキクの遺伝子組換え体では,根 の成長 に対する抑制
的影響が若干み られたものの,遺 伝子組換えキクの実用化の障害にはならない
と考えられた.
6.まとめ
キクから1種 類のエチ レンレセプター遺伝子 〃6「鷹1のcDNAをクローニング
した.」go・諮1酬A量 は,エ チ レン感受性品種`精 興の誠'の 自然老化時およ
びエチレン処理時に舌状花の花冠および葉において減少 した.エ チ レン非感受
性品種`岩 の白扇'で はこのような減少は観察 されなかった.DG-ERS1はエチ レ
ン感受性品種`精 興の誠'に おいて,エ チレン受容に働いていることが推定 さ
れた.〃6」%1cDNAにシロイヌナズナの 紘-1一乙 磁r1略 砿-1賜 鉱τ1-4お
よび トマ ト謄 の変異 と同様の一塩基置換を導入 した変異エチ レンレセプター遺
伝子 留6r諮15θガθ5をタバ コのペプチ ド鎖伸長因子遺伝子のプロモーター
(EF1αプロモーター)に繋いだコンス トラク トを作成 し,キ ク品種`セ イマ リン'
に導入 して遺伝子組換え体を作出 した.こ の結果,泌 「諮1(砿ア1-4)が最 も効
率よくエチ レン非感受性を付与できることが明らかになった.本 研究において,
エチ レンレセプター遺伝子 麗一諮1が エチ レン受容に働いていることを明 らか
にし,さ らにエチ レン非感受性遺伝子組換えキクの作出に成功 した(図14).
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図1.刀 σ・互贈 ヱcDNAの ク ロー ニ ン グ.
06!君釈 ρ=`岩 の 白扇'葉 のtotalRNAか らRT・PCRで
ク ロー ニ ン グ
刀6!一研 励1=`芳 香'花 弁 由 来 のcDNAラ イ ブ ラ リー か ら
ス ク リー ニ ン グ
刀ひ 螂p2:`芳 香'葉 のtotalRNAから5'RACEで増 幅
ヱ)0一」%1:`芳 香'葉 のtotalRNAからRT・PCRで再 ク
ロ ー ニ ン グ
匿,5'`非翻 訳 領 域;囮 日,膜 貫 通 領 域 の モ チ ー フ.;
ロ ロ 皿,ヒ ス チ ジ ン キ ナ ー ゼ 保 存 領 域 の モ チ ー フ.
図2.DG-ERS1と 他 のERS型 エ チ レン レセ プ タ ー の 分 子 系 統 樹.
分 子 系 統 樹 は 近 隣 結 合 法(コeighbo均o血g皿ethod)を 用 い て
作 成 した 。 ス ケ ー ル は進 化 距 離 を 示 して い る.
AccessionNos:DG・ERS1,AF547624(thisstudy);
ERS1丘omノ鉱a加 ψ ρ颪畠U21952(H岨eta1.,1995);
NR丘omtomato,U38666(Wi1血soneta1.,1995);
Nt・ERS1伽mtobacco,AFO39921(Teraj血aeta上,2001);
DCERSfromcarnation,AFO16250(Charngetal.,1997)
DC・ERS2丘omcamatio11,AFO34770(Shibuyaeta1.,1998);
DsppERSclf士om刀ε仙 加 セ皿,ABO55429(KumdaetaL,2003);
Cm-ERSlfrommelon,AFO37368(Sato-Naraetal.,1999)
CS-ERSfromcucumber,ABO26499(Yamasalrietal.,2000)
R.P-ERSIfromRumexpalustris,U63291(Vriezenetal.,1997).
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図3.サ ザ ン 解 析.
キ ク 葉 か ら抽 出 した30μgのゲ ノ ムDNAを,」%RI,
Z伽dIII,溺aIで 消 化 しア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 した.
メ ン プ ラ ン に 転 写 後,DIGラ ベ ル した300bpのDNAプ
ロー ブ で 検 出 し た.
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図4.エ チ レン感受性`精 興の誠'と エチ レン非感受性`岩 の白扇'
における自然老化時およびエチ レン処理時の刀6!r齪窃 皿RNA量
の変化.
満 開時の切 り花を0～8日間,自 然老化 させた.あ るいは,満 開時
の切 り花をエチ レン処理(2μ1r1,12時間)し た.舌 状化の花冠 と
総苞葉下か ら0-15,15・30,30・45cmの葉を採取 し,totalRNAを抽
出 した.realdmePCRによ り刀6!一齪 窃mRNAの コピー数を測定
した.コ ピー数は,00一碑 窃cDNAを含むプラス ミド(10'1～10'6
ng4U)から作成 した検量曲線から推定し,キ クのact血mRNAの
デー タを用いて標準化 した.A,`精 興の誠';B,`岩 の白扇'.
圏,舌 状化の花冠;囮,0・15cmの葉;國,15-30cmの葉;
[],30-45cmの葉.
一607一
etrl-3Nretrl-4etrl-1etr12
＼ //二//
111縦巳・駕HIII川1
/＼Sこ:＼
A一→IVP→工1→FC→YA→T
H B Sc
k
一 耀
1,B
愚 。ε,)MTH N巴s EFIa GUS N巴s
B V 3
齢
、
、
、
pBIEFIa
、
、、
、
、
、、
、
、
1フ6・辺瑚.(13β9珈)'・1
図5.一 塩 基 置 換 に よ る皿06:r翌職cDNAseぬesの 作 成.
、00・硲1cDNAに,シ ロイ ヌ ナ ズ ナ の θな1函 θ々 1r£
θ孟r1甥θ註1橘 お よび,ト マ トの 冊 と同 じ 一 塩 基 変 異
を,PCRに よ る加 吻m砿agenesisに よ っ て 導 入 した.
一 塩 基 置 換 に よ っ て 生ず る変 異 エ チ レ ン レセ プ タ ー
(mDG・ERS1)のア ミ ノ酸 の 変 異 は次 の通 りで あ る.
θ血1-1:Cy866→Tyr(TGT→TA皿う
etrl-2:Ala103一>Thr(GCT一>ACT)
θごア1-3:A監a32→Val(GCG→GTG)
etrl-4:Ile63一>Phe(,ATi'一一>T'1ｰP)
Nr:Pro37一一>Leu(CCG一>CTG)
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図6.エ チレン非感受性遺伝子組換え体の作出に用いたベクター.
pBIEF1αのGUS遺伝子を,0θ一」贈1,ま たは,皿Z)61一」贈1
(θな1一の,皿00r亙欝1(θな1吻,皿06!・珊1(θ 動1・3,皿oθr亙㎜
(θ孟r1・φ,皿Z)σ丑㎜(禰 と置き換えてベクターを作成 した.
RBとLB,T・DNAのライ トボーダーとレフ トボーダー;PNOS,
ゑ孟㎜ 曲 面α脚 合成酵素遺伝子プロモーター;TNOS,ノパ リン合
成酵素遣 伝子ターミネーター;NPTH,カ ナマイシン(お よび
パ ロモマイシン)耐性遺伝子;E:F1α,タバコのペプチ ド鎖伸長因
子遺伝子のプロモーター;Hお よびB,Sc,肋dHI,」%血HI,
晶oIの制限酵素サイ ト.
A
1954 1700by
ll
■一 NPTHN EF1・川 ■鋤 瑠 ゴ耐
RB Ioll 田
pBIEF1α/1z泌フσ一灘1
B
Il
巳9
童,
Io
コ コー
746bp
パロモマイシン耐性個体
PC12345678910
746bp→;融1
城鱒 欝:蕪1憾…
図7.パロモマイシン耐性個体の選抜。`セイマ リン'と パロモマイシン感受性の個体は
カルス化 しない.パ ロモマイシン耐性個体のみが
カルスを形成する.
図8.PCRに よ る 導 入 遺 伝 子 の確 認.
A,pBIEF1ω皿Z)σ一郵1の 構 造 とPCRに よ る増 幅 部 位.
EF1αプ ロモ ー ター と刀6「r亙撒(ま た は,皿0σ 五照1)に
プ ライ マ ー を設 定 し,班7α::刀 σ盈 窃 ま た は 醗 α:=
皿0θ 一硲1)内 の746bpの 断 片 を 増 幅 した.
B,例 と して,翻1α::皿 刀0丑 鮒(θ か1-4)系統 のパ ロモ マ
イ シ ン耐 性 個 体 を 用 い たPCRの 結 果 を 示 した.
P,」班7α::凪06!・服9(θ か1-4);C,`セ イ マ リン'.
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表1.変 異061・」贈1cDNA(加 、00一珊18eries)導入 キ ク作 出過 程 の ま と め
EF1αプロモーターに連結
した変異遺伝子(系 統)
外植 再分化シ バロモマイシン 導入遺伝子 形質転換
片数 ユー ト数 耐性個体数 確認個体数 効率(%)★
刀o・珊1
皿Pσ一照1(θ 飯 一力
皿Pθ 一珊1(θ 孟r1「2
皿z)σ硲1(θ 血1・3
紐oo弼1(θ 孟z1・φ
加oσ・泌1(ム 分
1600
1600
isoo
1600
1600
1600
131
122
77
b6
62
84
93
109
59
40
45
ss
89
99
5b
38
42
63
5.6
6.2
3.4
2.4
2.6
3.9
*外植片数に占める導入遣伝子を有する個体の割合
皿Z)θ・螂1(θ 鉱1・4)系統 2bO
`セイ マ リン' No.8 No.18 No.41
感受性 感受性 低感受性 非感受性
図9.エ チ レン処理による皿0σ硲1(θ な1・4)系統の各個体の
葉の黄化.
エチ レン処理 は5-10μ1r1で6日間行った.エ チレンに対す
る応答は,感受性=下 位葉～中位葉が黄化(`セ イマリン',
No.8),低感受性:最 下葉のみが黄化(No.18),非感受性:黄 化
なし(No.41),に区分 した.
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図10.皿00・硲1(θ 翻で41系統各個体の最下葉にお
けるエチ レン処理による黄化度の変化.
エチ レン,度 色彩色差計計によるの測定.
◆,1セ イマリン';△,No.27(エ チ レン感受
性);▲,No.14(エ チレン低感受性);○,No.
33(エチ レン非感受性)
図11.外生エチ レン処理による形質転換体の選抜.
各系統からランダムに40個体を選び,1・10μ1Fエチ レン
で6日間処理 し,図9に 示した黄化の程度によって感受性
を区分した.()内 の数値は導入遣伝子が確認できなかっ
た個体数.
□,エ チレン感受性個体;□,エ チレン低感受性個体;
□,エ チレン非感受性個体.
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図12.サザン解析による導入遺伝子の確認.`セイマリン'お よび凪061r騰1(θなr1・4)系統のエチレン感受
性 ・低感受性 ・非感受性の各3個体(Noで表示)を 材料にした.
A.肋dlH,B.漁81.白 抜きの矢尻はセイマリン'で検出
されなかったバン ドを,★ は■b81処理によって切 り出される
導入遺伝子由来のバン ド1514bpを示 している.
図13.根 の 成 長 の 比 較.
各 系 統 の個 体 の エ チ レン感 受性 は 次 の通 りで あ る.`セイ マ リン'(感 受 性);皿Dσ 一照1(θ 怠1切 系 統 ,No。13
(感受 性),No.45(低 感 受 性),No。33(非 感 受 性);
皿1)61硲1(θ怠1・の,No.18(感 受 性),No.23(低 感 受性)
皿Z)0醜91(ハの 系 統,No.6(感 受 性),No.3(低 感 受 性).
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図14.エチ レンによるキク葉の老化 と遺伝子組換えによる
抑制(本 研究のイメージ).
キクから1種類のエチレンレセプター遺伝子(Pσ・螂1
cDNA)を単離 した.DG-ERS1はモチレン感受性キク`精
興の誠'の 葉の黄化に関与 している.変 異〃6!一硲7cDNA
(たとえば,加0θ硲1(θ な1④)を 導入 して,エ チ レン
非感受性遣伝子組換えキクを作出した.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
キクは,わ が国 を代表す る切 り花で あ り,最も出荷 量が多 く経 済的に重要な園芸花きであ る。通常,
切 り花 では花弁の寿命が鑑賞期 間を決 定す るが,キ クで は花 の老化 に先立 ち葉 の黄化 が起 こ るため,
葉 の黄化 が観賞期間 を決定す る。キ クでは,エチ レンが老化に関与 しない と考え られてきた。 しか し,
近年,エ チ レンに対 して感受性 を有 し,葉 の黄化 が促進 され る品種 の存在 が報告 され た。エ チ レンに
よ るキ ク葉 の黄化 を抑制す る方法 として,エ チ レン非感受性形 質転換 体の作出 が有効 である,現 在 ま
でに,シ ロイ ヌナズナ の変異 エチ レンレセ プター遺伝子6∫r1-1を導入 した,エチ レン非感受性 カーネー
シ ョンやペ チ ュニアが作 出 され てい る。 しか し,キ クで は他生物 由来の導入遺伝子 が発現 しない事例
が数 多 く報告 されてい る。 この問題 は,キ クのエチ レン レセプター遺伝 子 由来 の変異遺伝子 を導入 す
る ことによって回避 できる と考 え られ る。他 方,キクにおいて外来遺伝 子 を安定 して発 現す るプロモー
ター として,タ バ コ由来 のペ プチ ド鎖伸長 因子1α 遺伝 子 のプ ロモー ター(EF1αプ ロモー ター)が
開発 されてい る。本研究 では,エ チ レンに よるキク葉 の黄化抑 制 を 目的 として,土 チ レンに対す るキ
クの感 受性 をエチ レン レセ プター遺伝 子 に着 目して解析 し,さ らに,変 異エチ レン レセプター遺伝 子
を導入 したエチ レン非感受性遺伝子組換 えキクの作 出を行 った。
キ クか らエチ レンレセ プター遺伝子(DG-ER∫1)のcDNAをク ロー ニシグ した。DG-ER31mRNA量は,
エチ レン感受性 品種`精 興 の誠'の 自然老化時お よびエ チ レン処理時に舌状花 の花冠 お よび葉 におい
て減 少 した。エチ レン非感 受性 品種`岩 の 白扇'で は この よ うな減少 は観察 されなか った。DG-ERS1
はエチ レン感 受性 品種`精 興 の誠'に お いて,エ チ レン受容 に働 いているこ とが推 定 され た。
DG-ER∫1cDNAにシ ロイ ヌナズ ナ の θ∫r1-1,θ'r1-2,ε∫r1-3,θ〃1-4,および トマ ト1Vrの変異 と同
様の一塩基置換 を導入 した変 異エ チ レンレセプター遺伝子 配1)σ一ER∫1シリーズ をEF1αプ ロモー ター
に繋 いだ コンス トラク トを作成 し,キ ク品種`セ イマ リン'に 導入 して遺伝 子組換 え体 を作 出 した。
エチ レン処理 によって`セ イ マ リン'で は下位 ～中位 葉が黄化 した。〃のσ一ER∫1シリーズ を導入 した
各形質転換体 のパ ロモ マイ シン耐性 系統 は,`セイ マ リン'と 同程度 に葉が黄化 した系統(エ チ レン
感 受性),最 下葉 のみ が黄化 した系統(エ チ レン低感受性),黄 化が一切起 こ らなかった系統(エ チ レ
ン非感受性)に 区別 され た。 各形質転 換体 の うち,配DG-ER∫1(θ∫r1-4)形質転換 体 で最 も多 くのエ
チ レン非感 受性 系統 が得 られ た。 この結果 か ら,配DG-ER31(8'r1-4)が最 も効 率 よ くエチ レン非感
受性 を付与す る ことを明 らかに した。
本研究 に よって,エ チ レンレセ プター遺伝 子DG-ER31がエチ レン受容 に働い てい るこ とを明 らか
に し,さ らにエチ レン非感 受性遺伝子組換 えキクの作 出に成 功 した。
以上の よ うに本研究 の成果 は,エ チ レン非感受性 キクの作 出を通 じて,効 果的 にエ チ レン非感 受性
を付与す るエチ レン レセ プター遺伝 子の変異部位 につ いて新 たな知見 を得 る とともに,今 後,他 の園
芸花 きにおけ るエチ レン非(低)感受性形 質転換体作 出への応用 も期待 され る。 よって,審査員 一同は,
本論文に対 し博士(農 学)の 学位 を授与す るに値す る内容 である と判 断 した。
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